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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Verfahren und Gerate ftir die zwei- oder mehrdimensionale Auftren-' 
nung von Biosubstanzgemischen, besonders von Proteingemischen, fiir die massenspektro- 



Die Erfindung bestehrdarin, die Trenneffekte, die bei der selektiven Bindung von Biosubstan- 
zen aus Losungen an festen Oberflachen mit geeigneten Bindungseigenschaften oder bei der 
fraktionsweisen Auflosung oberflachengebundener Biosubstanze durch besonders eingestellte 
Losemittelgemische zu erzielen sind, fiir die Trennung in mehrere Fraktionen einzusetzen, 
10 und zwei oder mehrere Generationen solcher Trennvorgange mit verschiedenen Trenndimen- 
^ sionen fiir die Trennung der jeweiligen Fraktionen in jeweils mehrere Unterfraktionen hinter- 
^ einanderzuschalten. Diese Trennungen konnen ohne den Einsatz von Chromatographen allein 
auf Pipettierrobotern vorgenommen werden und benotigen weit weniger Zeit als eine mehr- 
dimensionale Chromatographic oder Elektrophorese. Als reversibel oberfachenbindende 
15 Materialien sind praktisch alle fiir die Fliissigkeitschromatographie verwendeten festen Pha- 
sen, aber dariiber hinaus auch selektiv bindende Schichten, beispielsweise Schichten mit 
Breitband-Antikorpern, und affine Belegungen allgemeinerer Art verwendbar. Die bindenden 
Oberflachen konnen Beschichtungen auf suspensierbaren Kugelchen sein, vorzugsweise 
magnetischen Kiigelchen, aber auch Belegungen von GefaBwanden, beispielsweise der Mik- 
20 rogefaBe in Mikrotiterplatten, oder fleckenweise Belegungen von ProbentrSgerplatten, bei- 
spielsweise von MAIJDI-Probentragerplatten.. 
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metrische Analyse. 
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Mehrdimensionale Trennung von Biosubstanzgemischen fur massen- 
spektrometrische Analysen 

[0001] Die Erfindung betrifft Verfahren und Gerate fur die zwei- oder mehrdimensionale 
Auftrennung von Biosubstanzgemischen, besonders von Proteingemischen, fur die mas- 
senspektrometrische Analyse. 

[0002] Die Erfindung besteht darin, die Trenneffekte, die bei der selektiven Bindung von 
Biosubstanzen aus Losungen an festen Oberflachen mit geeigneten Bindungseigenschaften 
oder bei der fraktionsweisen Auflosung oberflachengebundener Biosubstanzen durch beson- 
ders eingestellte Losemittelgemische zu erzielen sind, fur die Trennung in mehrere Fraktionen 
einzusetzen, urid zwei oder mehrere Generationen solcher Trennvorgange mit verschiedenen 
Trenndimensionen fur die Trennung der jeweiligen Fraktionen in jeweils mehrere Unterfrakti- 
onen hintereinanderzuschalten. Diese Trennungen konnen ohne den Einsatz von Chroma- 
tographen allein auf Pipettierrobotern vollautomatisch vorgenommen werden und benotigen 
weit weniger Zeit als eine mehrdimensionale Ghromatographie oder Elektrophorese. Als 
reversibel oberfachenbindende Materialien sind praktisch alle fur die Flussigkeitschromato- 
graphie verwendeten festen Phasen, aber daruber hinaus auch selektiv bindende Schichten, 
beispielsweise Schichten mit Breitband-Antikorpern, und affine Belegungen allgemeinerer Art 
verwendbar. Die bindenden Oberflachen konnen Beschichtungen auf suspensierbaren Kugel- 
chen sein, vorzugsweise magnetischen Kugelchen, aber auch Belegungen von GefaBwanden, 
beispielsweise der MikrogefaBe in Mikrotiterplatten, oder fleckenweise Belegungen von 
Probentragerplatten, beispielsweise von MALDI-Probentragerplatten. 

Stand der Technik 

[0003] In der Biochemie, der molekularen Biologie, der Zellforschung, der pharmakologi- 
schen Medikamentenentwicklung bis hin in die vorklinische und.klinische medizinische 
Forschung wird die Analyse von komplexen Biosubstanzgemischen immer wichtiger. Die 
. Biosubstanzgemische konnen Proteingemische sein, einschlieBlich allef Proteinkonjugate wie 
Glycoproteine oder Lipoproteine, aber auch andere Biosubstanzen wie beispielsweise DNA, 
Polysaccharide, Metabolite oder Regulationsstoffe wie etwa Cortico-Steroide. Im Falle der 
Proteine kann das Gemisch ein vollstandiges Proteom sein, das alle Proteine eines Zellver- 
bandes oder einer Korperflussigkeit umfasst. Es aber kann sich auch um ein Teilproteom 
handeln, das durch eine beliebige Art einer Grobfraktionierung aus dem Proteom gewonnen 
wurde, beispielsweise mit einer Trennung durch Zentrifugieren oder durch breitbandige Affi- 
nitatsextraktion. Oder es kann sich um eine kunstlich hergestellte Mischung handeln, bei- 
spielsweise um eine Mischung zweier an sich gleicher Teilproteome, deren Zellverbande aber 
verschiedenen Stresszustanden (Krankheit, Ernahrung, Temperatur, Pharmaka) unterworfen 
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waren und deren Proteine verschieden markiert wurden, um sie in der massenspektrometri- 
schen Analyse wieder ihrer Herkunft zuordnen zu konnen. 

[0004] Das Ziel der Analyse kann eine einfache Identifizierung der Biosubstanzen des Ge- 
mischs sein, oder aber die Feststellung der relativen Haufigkeiten im Vergleich zu einem 
Standard, beispielsweise fiir diagnostische Zwecke. Im Falle der Proteine kann es sieh um die 
Suche nach strukturell abweichenden Proteinen handeln, die beispielsweise durch mutative, 
posttranslationale oder regulatorische Veranderungen entstanden sind. Sehr haufig wird die 
differentielle Expressionsanalyse angewandt, die die Konzentrationen der gebildeten Proteine 
in Abhangigkeit von Stresssituationen untersucht. 

[0005] Die massenspektrometrische Analyse verlangt immer eine vorhergehende Trennung 
der Biosubstanzen, beispielsweise mit chromatographischen oder elektrophoretischen Trenn- 
verfahren, damit ein klar interpretierbares Massenspektrum entsteht. Im Falle von Proteinen 
wird die Analyse manchmal nach einer Trennung an den unveranderten Proteinen durch- 
geftihrt, insbesondere, wenn es sich um kleinerQ Proteine im Bereich bis zu maximal etwa 50 
Aminosauren handelt. Enthalt das Gemisch groBere Proteine, so wird vorzugsweise der mas- 
senspektrometrischen Analyse ein enzymatischer Verdau der Proteine vorgeschaltet. Der 
Verdau kann im Prinzip vor oder nach der chromatographischen oder elektrophoretischen 
Trennung vorgenommen werden. Auch andere Biosubstanzen konnen einer enzymatischen 
oder chemischen Spaltung unterworfen werden. 

[0006] Die chromatographische oder elektrophoretische Auftrennung vor einem enzymati- 
schen Verdau hat bei Proteinen einen unschatzbaren Vorteil: Es ist die Zusammengehorigkeit 
der Verdaupeptide zu einem Protein bekannt. Damit liefern allein die exakt vermessenen 
Massen der Verdaupeptide bereits ein Muster, mit dem in Proteinsequenzdatenbanken eine 
Identifizierung anhand eines virtuellen Verdaus der Datenbank-Proteine vorgenommen wer- 
den kann. Nur in Fallen der Mehrdeutigkeit dieser Suchergebnisse mussen Fragmentio- 
nenspektren aufgenommen und zur Bestatigung der Identifizierung herangezogen werden. 
Wird die Trennung nach dem enzymatischen Verdau vorgenommen, so ist immer eine Frag- 
mentionenmessung notwendig, um das Verdaupeptid zu identifizieren. Die Trennung nach 
dem Verdau hat aber den groBen Vorteil, dass standardisierte Analysenmethoden erarbeitet 
werden konnen, die praktisch unabhangig von der Art des Proteingemischs sind, die also auf 
Membranproteine genau so gut anwendbar sind wie auf Peptide der Korperflussigkeit.. 
[0007] Komplexe Gemische von Proteinen, die man vor einem enzymatischen Verdau trennen 
mochte, werden heutzutage in der Regel durch 2D-Gel-Elektrophorese aufgetrennt. Dabei 
wird fur gewohnlich SDS-PAGE eingesetzt, das ist Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese mit 
Natriumdodecylsulfat als Solubilisierungsmittel fiir die Proteine. In einer Richtung werden die 
Proteine (noch ohne SDS) durch ihreh isoelektrischen Punkt (ihre mittlere ionische Ladung 
bei der Dissoziierung der Proteine in wassriger Losung) in einem fixierten pH-Gefalle ge- 
trennt, in der anderen Richtung (mit SDS) durch ihre groBenbestimmte, elektrophoretische 
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Wanderungsgeschwindigkeit durch das Gel. Diese ist weitgehend der Masse der Proteinmole- 
kule proportional. 

[0008] Fur eine massenspektrometrische Analyse farbt man die Proteine im Gel an, stanzt die 
angefarbten Gelstiickchen. aus, verdaut die Proteine in den Gelstiickchen durch Enzyme, in der 
Regel durch Trypsin, extrahiert die so entstandeneii Verdaupeptide, und misst deren exakteri 
Massen und deren Sequenz mit Hilfe von massenspektrometrischen Methoden. Fur die Auf- 
gabe des Ausstechens und Verdauens gibt es kommerziell vertriebene Roboterstationen. 

[0009] Fur die Analyse der Gemische von Verdaupeptiden haben sich massenspektrometri- 
sche Messmethoden mit Ionisierung durch matrix-unterstutzte Laserdesorption (MALDI = 
Matrix- Assisted Laser Desorption and Ionization) oder durch Elektrosprtihen (ESI = Electro 
Spray Ionization) als Standard verfahren etabliert. Meist werden dazu Flugzeitmassenspektro- 
meter (TOF-MS = Time-Of-Flight Mass Spectrometer) verwendet, es konnen hi'er aber auch 
Ionenzyklotron-Resonanzspektrometer (FT-ICR = Fourier-Transform Ion Cyclotron Resonan- 
ce) oder Hochfrequenz-Quadrupol-Ionenfallenmassenspektrometer (kurz: Ionenfallen) einge- 
setzt werden. Alle drei Arten von Massenspektrometern erlauben insbesondere die Aufnahme 
von Fragmentionenspektren ausgewahlter Primarionen, die zur eindeutigen Identifizierung der 
Proteine in Sequenzdatenbanken verwendet werden konnen oder aus denen die Sequenz des 
Aufbaus der Peptide aus den Aminosauren ganz oder zumindest teilweise abgelesen werden 
kann. 

[0010] Es hat sich dabei erwiesen, dass auch schlechte Auftrennungen noch zu guten Resulta- 
ten fiihren: Wenn in einem ausgestanzten Gelstiickchen unaufgetrennt zwei, drei oder mehrere 
Proteine en thai ten sind, deren Verdaupeptide sich vermischen, so lassen sich auch diese noch 
gut identifizieren, selbst wenn keine Fragmentionenspektren aufgenommen werden. Die Gute 
und die Eindeutigkeit der Identifizierung hangt dabei stark von der Genauigkeit der Massen- 
bestimmung ab, die bei einigen der genannten Typen von Massenspektrometern heute extrem 
gut ist. Die Aufnahme von Fragmentionenspektren verbessert die Identifizierung nochmals 
dramatisch: so konnen auch Uberlappungen von sechs bis acht Proteinen noch festgestellt und 
identifiziert werden. Dieses Verfahren ist im Prinzip nur durch den Substanzverbrauch bei der 
Aufnahme der vielen Fragmentionenspektren und durch die zunehmende Uberlappung der 
Isotopengruppen einzelner Verdaupeptide begrenzt. Fur die Aufnahme der geeigneten Frag- 
mentionenspektren wird heute in ersten Ansatzen eine datenabhangige Rucksteuerung einge- 
setzt, um die substanzverbrauchenden Fragmentionenspektren nur von solchen Peptiden zu 
gewinnen,.fur deren Herkunff aus Proteinen noch keine sichere Erkenntnis besteht. 

[0011] Die 2D-Gel-Elektrophorese ist aber schwierig zu haridhaben und liefert auch in erfah- 
renen Laboratorien nicht immer reproduzierbare Ergebnisse. Sie dauert lange: in der Regel 
mehrere Tage. Es wird daher seit langem nach Verfahren gesucht, die die 2D-Gel-Elektro- 
phorese ablosen konnen. 
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[0012] Ein viel benutztes Verfahren besteht darin, die Proteine des Gemischs vor einer Auf- 
trennung enzymatisch zu verdauen, und die Verdaupeptide erst dann einer Separation zu 
unterwerfen. Dabei wird fur gewohnlich eine 2D-Chromatographie angewandt, bei der das 
nunmehr sehr komplexe Gemisch aus Tausenden von Verdaupeptiden zunachst einer Tren- 
nung durch Flussigkeitschromatographie mit einem ersten Saulenmaterial in Hunderte von 
Fraktionen unterworfen wird, die einzelnen Fraktionen werden danach mit anderen Saulenma- 
terialien nochmals aufgetrennt und der Massenspektrometrie zugefiihrt. Die zweiten chroma- 
tographischen Trennungslaufe werden in der Regel in LC-MS-Kopplungen mit Ionisierung 
durch Elektrospruhen durchgefuhrt, wobei automatisch Fragmentionenspektren der einzelnen 
Peptide aufgenommen werden. Aus dem Wust von Peptid-Fragmentionenspektren werden 
datentechnisch die originalen Proteine anhand ihrer Zusammengehorigkeit in Protein- x 
Sequenzdatenbanken wieder zusammengesetzt. Dieses Verfahren hat aber ebenfalls den Nach- 
teil einer langen Dauef, da jeder der chromatographischen Trennlaufe etwa eine halbe Stunde 
(oder sogar sehr viel langer) dauert. Ahnliches gilt fur die Kopplung chromatographischer und 
kapillarelektrophoretischjer Trennlaufe. 

[0013] Viele Arbeiten beschaftigen sich damit, diese Vielzahl an Verdaupeptiden zu reduzie- 
ren. Sie konzentrieren sich beispielsweise darauf, nur jeweils ein Verdaujpeptid aus jedem 
originaren Protein zuriickzubehalten. Auf diese Arbeiten soli aber hier nicht weiter eingegan- 
gen werden. 

[0014] Es gibt aber auch einen grundsatzlich anderen Ansatz zur Trennung von Proteingemi- 
schen, der aber bisher kaum Eingang in die massenspektrometrische Analyse gefunden hat. Es 
ist die Auftrennung uber selektive Bindungen, wie sie besonders in den vielfaltigen Assays 
unter Benutzung von Array-Chips verwendet wird. In den einzelnen Feldern der Array-Chips 
werden dabei Schichten aufgetragen, die wie etwa Antikorper- oder DNA-Schichten, einzelne 
Proteine selektiv binden konnen. Bei der Herstellung von Array-Chips bemuht man sich, 
moglichst so stark selektive Schichten zu erzeugen, das s nur ein einziges Protein gebunden 
wird. Das gelingt jedoch nicht immer, da alle Schichten mehr oder weniger auch andere Prote- 
ine binden. Es ist daher festzustellen, dass es zwischen solchen Schichten, die praktisch alle 
Proteine binden, und solchen, die nur eine einzige Art von Protein binden, eine groBe Palette 
an mehr oder weniger breitbandig selektiven Schichten gibt, die bisher kaum fur eine Tren- 
nung ausgenutzt wurden. 

Aufgabe der Erfindung 

[0015] Es ist die Aufgabe der Erfindung, eine schnelle, mehrdimensionale Auftrennung der 
Substanzen eines Biosubstanzgemischs, vorzugsweise eines Proteingemischs, zu ermoglichen 
und die dafur benotigten Gerate und Chemikalien in einfach handhabbaren Zusammenstellun- 
gen bereitzustellen. Die Auftrennung soli automatisierbar und in wenigen Stunden durchfuhr- 
bar sein. 
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Zusammenfassung der Erfindung 

[0016] Die Erfindung besteht darin, die Trenneffekte, die bei der frakdonsweisen Bindung 
von Proteinen aus Losungen an festen Oberflachen mit geeigneten Bindungseigenschaften 
oder bei der fraktionsweisen Losung gebundener Proteine von Oberflachen durch besonders 
eingestellte Losemittelgemische zu erzielen sind, fur die Trennung in mehrere Fraktionen 
einzusetzen, und zwei oder mehrere Generationen solcher Trennvorgange in mehreren Trenn- 
dimensionen fiir die Trennung der jeweiligen Fraktionen in jeweils mehrere Unterfraktionen 
hintereinanderzuschalten. Diese Trennungen beruhen auf jeweiligen stationaren Gleichge- 
wichten zwischen der Bindung der Biosubstanzen an bindefahigen Oberflachen und ihrer 
Losung in einem Losemittel. Sie konnen ohne den Einsatz von Chromatographen allein auf 
Pipettierrobotern vorgenommen werden und benotigen viel weniger Zeit als eine mehrdimen- 
sionale Chromatographic oder Elektrophorese. Als reversibel oberfachenbindende Materialien 
sind praktisch alle fiir die Flussigkeitschromatographie verwendeten festen Phasen, aber dar- 
uber hinaus auch selektiv bindende Schichten, beispielsweise Schichten mit Antikorpern, und 
affine Belegungen allgemeinerer Art verwendbar. Die bindenden Oberflachen konnen Be- 
schichtungen auf suspensierbaren Kugelchen sein, vorzugsweise magnetischen Kiigelchen, 
, aber auch Belegungen von GefaBwanden, beispielsweise der MikrogefaBe in Mikrotiter- 
platten, oder fleckenweise Belegungen von Probentragerplatten sein, beispielsweise von 
MALDI-Probentragerplatten . 

[0017] Es sind somit Schritte mit losemittelabhangig fraktionierendem Ablosen der oberfla- 
chen gebundenen Proteine mit Schritten selektiver Oberflachenbindung aus Losungen misch- 
bar, doch ist die Mischung dieser verschiedenen Verfahren keine notwendige Voraussetzung 
fiir die Erfindung. 

[0018] Im Gegensatz zur dynamischen Trennung yon Substanzgemischen in Chromatogra- 
phen mit mobilen flussigen Phasen, die Trennvermogen von vielen Hundert oder sogar Tau- * 
send theoretischen Boden aufweisen, handelt es sich bei dem fraktionierenden Ablosen um die 
Ausnutzung stationarer Losiingsgleichgewichte, die nur einige Zig theoretische Boden Trenn- 
vermogen haben. Durch das fraktionierende Losen mit stufenweise veranderten Losemitteln, 
beispielsweise durch Losungen mit steigenden Konzentrationen an Salzen fur Bindungen an 
Ionenaustauschern, oder durch steigende Konzentrationen von organischen Losemitteln in 
wassriger Losung fur Bindungen an Umkehrphasen, lassen sich jeweils mehrere Fraktionen 
gewinnen. Durch ein mehrfaches Auswaschen einer gebundenen Fraktion von Proteinen mit 
frischem Losemittel gleicher Konzentration lasst sich die Trennleistung verbessern. Fur diese 
Art der Trennung werden die in der Chromatographic ublicherweise eingesetzten festen Pha- 
sen verwendet. Die physikalischen Dimensionen der Trennung konnen die MolekulgroBe 
betreffen, wie in der „Size Exclusion Chromatography", oder die Ladungsdissoziation der 
Molekule in Losung, wie in der Ionenaustauscher-Chromatographie, oder die Hydrophobic der 
Molekule, wie in der Umkehrphasen-Chromatographie. 
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[0019] Hinzu kann die Verwendung von selektiv bindenden Oberflachen kommen, die gerade 
wegen ihrer mehr oder weniger starken Selektivitat noch wenig chrdmatographisch eingesetzt 
werden. Im Grenzfall kann ein oberflachengebundener Antikorper ein einzige Art von Prote- 
inmolekiilen aus der betreffenden Fraktion herausfischen, doch stehen hier die brieitbandselek- 
tiven Oberflachen im Vordergrund. Die physikalische Dimension der Trennung wird durch 
Oberflacheneigenschaften der Molekiile im Allgemeinen bestimmt, im Besonderen kann 
beispielsweise eine Trennung nach Oberflachenmotiven der Molekiile erzielt werden, bei- 
spielsweise der Anordnung bestimmter Aminosauren zueinander an der Oberflache der gefal- 
teten Proteine, oder auch nur eine kurze Reihenfolge von Aminosauren bei einem ungefalteten 
Peptid. Eine in einem vorhergehenden Schritt gewonnene Fraktion mit Proteinen ist dann 
mehreren selektiv bindenden Oberflachen nacheinander zuzufuhren, wobei jeweils ein Teil 
der Proteine selektiv gebunden wird. Auch die Restlosung der Fraktion nach Herausnahme 
aller an den verwendeten Schichten selektiv gebundenen Proteine kann noch einen Teil der 
Proteine en thai ten, die fur die weitere Analyse bereitstehen. Die selektiv gebundenen Proteine 
lassen sich wiederum entweder gemeinsam auflosen, oder aber, beispielsweise durch steigen- 
de Anteile an organischen Losemitteln in wassriger Losung, auch wiederTraktionierend. 
[0020] Es konnen dann in weiteren Trenndimensionen weitere Fraktionierungen folgen. Es 
entsteht so als Endprodukt eine mehrdimensionale Matrix verschiedener Fraktionen, bei der 
jeweils die Komplexitat der Mischung gegenuber dem urspriinglichen Gemisch soweit herab- 
gesetzt ist, dass die Fraktionen problemlos massenspektrometrisch analysiert werden konnen; 

[0021] Vor oder nach einer beliebigen Trenndimension kann dabei ein enzymatischer Verdau 
der getrennten Proteine eingeschaltet werden. Der Verdau kann in freier Losung, aber auch 
affin gebunden durchgefuhrt werden. Dem Verdau muss in der Regel nochmals ein Waschen 
der Verdaupeptide nachgeschaltet ^yerden, das Waschen kann aber auch mit der Probenprapa- 
ration auf einem MALDI-Probentrager gekoppelt werden. 

[0022] Die bindenden Schichten konnen an GefaBwanden oder Oberflachenflecken angebunden 
sein, sie konnen aber auch Schichten auf kleinen Partikelchen bilden. Die Partikelchen konnen 
einerseits kleine, suspensierte Kiigelchen oder Kleinpartikel anderer Form (im Bereich von 50 
Nanometer bis 100 Mikrometer Durchmesser) mit entsprechender Oberflachenbelegung, vor- 
zugsweise einer porosen Oberflachenbelegung, sein. Die Kiigelchen konnen einen magne- 
tischen Kern besitzen, um sie durch bekannte Einrichtungen an GefaBwanden zu halten oder 
periodisch durch Waschflussigkeiten zu Ziehen. Es kann sich bei den Partikelchen andererseits 
aber auch um groBere Teilchen (mit Volumen von etwa 0,01 bis' 1 Kubikmillimeter) aus offen- 
porigem Festschaum oder frittenformig zusammengebackenen Kleinpartikeln handeln. Sowohl 
die Festschaume wie auch die Kiigelchen konnen als frei herumschwimmende Teilchen in 
Flussigkeiten (beispielsweise als Suspensionen), wie auch oberflachengebunden verwendet 
werden. 
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[0023] Die Schritte des Verfahrens werden bevorzugt auf Pipettier- oder Dispensierrobotern 
durchgefiihrt. Sie konnen beispielsweise in Mikrotiterplatten ablaufen und die getrennten Prote- 
ine konnen in einem letzten Schritt auf MALDI-Probentragerplatten aufprapariert werden. Die 
dabei verwendeten Mikrotiterplatten konnen vorgefertigt alle verwendeten Partikelsuspensio- 
nen, Wandbelegungen, Waschflussigkeiten, Losungen mit eingestellten Salzgehalten, Enzyme, 
Pufferlosungen zur Aktivierung der Enzyme, Proben mit Massenreferenzen und Matrixlosun- 
gen fiir die Preparation der Proben. fur die Ionisiefung durch matrixunterstiitzte Laserdesorption 
enthalten. Die Losungen mit steigenden Gehalten an organischen L6sungsmitteln, beispielswei- 
se Methanol oder Acetonitril, konnen vom Pipettierroboter selbst hergestellt werden. Die 
Mikrotiterplatten konnen, gegebenenfalls zusammen mit anderen Verbrauchsmaterialien wie 
beispielsweise den Pipettenspitzen, in gebrauchsfertigen Verbrauchspackungen in den Handel 
kommen. 

[0024] Das erfindungsgemaBe Verfahren kann selbstredend auch mit anderen, beispielsweise 
chromatographischen oder elektrophoretischen,,Trennvorgangen gekoppelt werden, die dem 
erfindungsgemaBen Verfahren vorhergehen oder nachfolgen. 

Kurze Beschreibung der Abbildungen 

[0025] Abbildung 1 zeigt einen Querschnitt durch eine Mikrotiterplatte (1) mit acht Mikroge- 
faBen (2), die jeweils im unteren, konischen Teil eine Wandbelegung (3) mit einem geeigne- 
ten oberflachlich bindenden Material haben. 

[0026] Abbildung 2 zeigt eines dieser MikrogefaBe (2) mit einer eingefuhrten Pipettenspitze 
(4, 5, 6, 7) eines Pi petti erroboters. Die auswechselbare Pipettenspitze hat einen Schaft (4) mit 
Kanule (7) und eine besonders geformte Konusspitze (5), die in den Konus des MikrogefaBes 
so eingepasst ist, dass hur ein schmaler Spalt zwischen Wandbelegung (3) und Konusspitze 
(5) bleibt. Durch mehrere Ansaug- und AusstoBvorgange kann die Flussigkeit in der Pipetten- 
spitze in guten Kontakt mit der Wandbelegung (3) gebracht werden, damit Wasch-, selektive 
Bindungs- und selektive Losungsvorgange besonders effektiv ablaufen konnen. Die Konus- 
spitze hat kleine Noppen (6) die sich an die Wand anlegen und die Konusspitze so justieren, 
dass selbst kleinste Flussigkeitsmengen aus den MikrogefaBen wieder abgesaugt werden 
konnen. 

Besonders gunstige Ausfuhrungsformen 

[0027] Die Erfindung besteht darin, eine erste diskrete rc-fache Fraktionierung der Substanz- 
gemischprobe vorzunehmen und jede (oder auch nur einige) der n Fraktionen mindestens 
einer zweiten diskreten m-fachen Fraktionierung einer anderen Trenndimension zu unterwer- 
fen. Die nxm-fach (oder auch weniger) fraktionierten Proben werden, wahlweise unter Vor- 
oder Nachschalten weiterer Fraktionierungen durch andere Trenn verfahren oder eines enzy- 
matischen Verdaus, massenspektrometrisch untersucht, wobei vorzugsweise Massenspektro- 
meter mit Einrichtungen zur Messung von Fragmentionenspektren verwendet werden. 
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[0028] Ein bevorzugtes Verfahren verwendet einen Pipettierroboter und vorgefertigte, mit 
aufgeklebten Folien versiegelte Mikrotiterplatten, die die benotigten Wandbelegungen oder 
Partikelsuspensionen, Waschfliissigkeiten, Extraktionsfliissigkeiten mit eingestellten Salzgehal- 
ten, Enzyme, Pufferlosungen zur Aktivierung der Enzyme und Matrixlosungen fur die Prapara- 
tion der Proben fur die Ionisierung durch matrixunterstutzte Laserdesorption enthalten. Die 
Verschlussfolien konnen von Pipettenspitzen durchstochen oder vor Gebrauch abgezogen 
werden. Die wassrigen Losungen mit steigenden Gehalten an organischen Losungsmitteln, 
beispielsweise Acetonitril, konnen vom Pipettierroboter selbst hergestellt werden. Der Pipet- 
tierroboter kann ebenfalls die fiir MALDI-Praparationen der getrennten Proteine auf entspre- 
chenden Probentragerplatten notwendigen Schritte vornehmen, wobei die Probentragerplatten 
bevorzugt ebenfalls die GroBe von Mikrotiterplatten haben. 

[0029] Unter Verwendung von Mikrotiterplatten kann ein erfindungsgemaBes Verfahren fur 
ein als Beispiel gewahltes Proteingemisch aus folgenden Schritten bestehen, wobei dem erfin- 
dungsgemaBen Verfahren mit zwei Trenndimensionen hier als Beispiel eine erste Trenndi- 
mension durch Size-Exclusion vorgeschaltet ist. Die Size-Exclusion-Chromatographie ist hier 
nicht Teil des erfindungsgemaBen Verfahrens, weil sie keine Bindung an Oberflachen beinhal- 
tet. Das kombinierte Verfahren hat somit drei Trenndimensionen, die beiden letzten gehoren 
zum erfindungsgemaBen Verfahren: - 4 
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[0030] Das kombinierte Verfahren nimmt in Schritt (1) eine Trennung des Proteingemischs 
nach GroBe der Molekule auf einer Size-Exclusion-Mikrosaule in acht Fraktionen vor. Diese 
Trennung auf einer Mikrosaule kann leicht auf einem Pipettierroboter implementiert werden. 
(2) Die so gewonnenen acht Fraktionen der ersten Dimension des kombinierten Verfahrens 
werden in acht MikrogefaBe gegeben, deren Wandoberflachen mit Ionenaustauschermaterial 
belegt sind, und die Proteine werden doit ionisch gebunden. (3) Die in den Ionenaustauschern 
gebundenen Proteingemische werden mehrfach mit einer Waschflussigkeit gewaschen, die die 
Proteine nicht lost. (4) Die Proteine werden in der ersten Trenndimension des erfindungsge- 
maBen Verfahrens (also in der zweiten Dimension des kombinierten Verfahrens) in sechs 
Stufen in wasserigen Salzlosungen stei gender Konzentrationen (beispielsweise Ammoni- 
umchlorid) ausgelost und die jeweils sechs, also insgesamt 48 Fraktionen werden jetzt in 
MikrogefaBe gegeben, die mit affinitatssorbierenden Umkehrphasen belegt sind, wobei die 
Proteine dort affin gebunden werden. Es sind jetzt die Proteine in den 48 Fraktionen grob 
nach MolekulgroBe und Molekulladung sortiert, eine Sortierung, wie sie grundsatzlich auch 
def 2D-Gelelektrophorese zugrunde liegt. (5) Die Proteine aller 48 Fraktionen werden jeweils 
mit Waschflussigkeiten gewaschen, urn sie vom Salz zu befreien, wobei die Flussigkeiten so 
gewahlt sind, dass sie keine Proteine losen. (6) Die Proteine werden in der zweiten Trenndi- 
mension des erfindungsgemaBen Verfahrens (der dritten Trenndimension des kombinierten 
Verfahrens) in jeweils acht Stufen in Losungsgemischen gelost, die steigende Anteile an 
organischen Losungsmitteln (beispielsweise mit Acetonitril) in wasseriger Losung enthalten. 
Dabei werden die Proteine nach ihrer Hydrophobic getrennt, wie dieses in der Umkehrphasen- 
Chromatographie geschieht. (7) Die nunmehr 384 Fraktionen werden auf eine MALDI- 
Probentragerplatte aufgetragen, die bereits mit einer Matrix-Dunnschicht belegt ist. Diese 
DUnnschicht bindet die Proteine affin. (8) Die Probentragerplatte wird in ublicher Weise der 
massenspektrometrischen Untersuchung in einem Fugzeitmassenspektrometer zugefiihrt, 
wobei wahl weise auf der Probentragerplatte auch ein Waschschritt zwischengeschaltet sein 
kann. 

[0031] Dieses Verfahren kann sehr leicht auf einem Pipettierroboter implementiert und auto- 
matisiert werden. Gunstig ist dabei ein Pipettierroboter mit acht Pipettennadeln, da dann 
jeweils acht Trenn- und Waschvorgange parallel ablaufen kdnnen. Die Automatisierung ist 
hier viel leichter durchzufxihren als mit anderen Arten von Trennverfahren. 

[0032] Nattirlich ist es auch moglich, das Verfahren so einzuengen, dass nur die Fraktion der 
leichten Peptide aus der Size-Exclusion-Chromatographie den nachfolgenden Schritten des 
erfindungsgemaBen Verfahrens unterworfen wird. Diese bedtirfen dann zu ihrer Analyse 
keines enzymatischen Verdaus. Es kann aber auch dem Schritt (6) ein enzymatischer Verdau, 
beispielsweise durch Trypsin, folgen. Dabei kdnnen alle Proteine dem Verdau unterworfen 
werden, oder auch nur die groBeren Molekule, die ja bereits in Schritt (1) von den kleineren 
Peptiden getrennt wurden. 
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[0033] Es wird fur die Schritte des erfindungsgemaB.en Verfahrens zweckmaBigerweise eine 
Mikrotiterplatte mit 96 MikrogefaBen verwendet, von denen acht an den Innenwanden mit 
Ionenaustauschern belegt sind, und 48 mit Umkehrphasen. Die MikrogefaBe konnen mit einer 
durchstechbaren Folie verschlossen sein. Sowohl Ionenaustauschermaterialien wie auch Um- 
kehrphasen konnen in den jeweiligen MikrogefaBen gleich sein, konnen aber auch auf die 
vorhergehende Trennung nach MolekiilgroBen abgestimmt sein. Die restlichen MikrogefaBe 
dieser wie auch weiterer Mikrotiterplatten konnen Waschflussigkeiteh, Ausloseflussigkeiten, 
Enzyme, Aktivierungspuffer fur die Enzyme und dergleichen mehr enthalten. Es kann bevor- 
zugt ein Pipettierroboter mit acht Pipettiernadeln verwendet werden. Das Verfahren kann dann 
(auBer dem tryptischen Verdau) in etwa zwei Stunden durchgefuhrt werden. 

[0034] Die wandbelegten MikrogefaBe konnen dabei eine besondere, unten konische Form 
haben, die auf Formen von austauschbaren Pipettierspitzen. abgestimmt sind, wie in Abbil- 
dung 2 gezeigt. Die aufeinander abgestimmten Formen dienen dazu, die Wasch- oder Eluie- 
rungsfliissigkeiten gut in Stromungskontakt mit den Wandbelegungen zu bringen, wobei ein 
mehrfaches Ansaugen und AusstoBen der Fliissigkeit einen besonders guten Wasch- oder 
Loseeffekt ergibt Noppen an der Pipettierspitze verhindern ein vollstandiges Anliegen an der 
Wand. Die Pipettierspitze dieser Form kann die Fliissigkeit auch praktisch vollstandig wieder 
entfernen. 

[0035] Eine andere Ausfuhrungsform der Erfindung bedient sich nicht der Wandbelegungen 
in den MikrogefaBen, sondern verwendet Suspensionen mit winzigen Partikelchen mit Ober- 
flachenbelegungen, wie sie ebenfalls bereits im Handel sind, vorzugsweise MagnetkUgelchen. % 
Die MagnetkUgelchen konnen Durchmesser von 50 Nanometer bis etwa 10 Mikrometer ha- 
ben. Dazu werden besondere Einrichtungen auf den Pipettierrobotern aufgebracht, die uber 
versetzbare Magnete erlauben, die Kugelchen durch die Flussigkeit mehrfach langsam hin- 
und herzuziehen oder zum Entfernen der Flussigkeit an der Wand festzuhalten. 
[0036] Die Partikelchen konnen aber auch - statt als Suspension verwendet zu werden - auf 
einer flachen Oberflache in stark hydrophober Umgebung flachig aufgebracht sein. Dabei 
konnen auch Partikelchen mit grpBeren Durchmessern und Partikelchen ohne Magnetisierbar- 
keit verwendet werden. Sie konnen beispielsweise aufgeklebrsein. Die Wasch- und Loseflus- 
sigkeiten werden dabei einfach als Tropfchen aufpipettiert oder mit Piezo-Dispensern aufdis- 
pensiert. 

[0037] Unter „Partikelchen <c werden hier ganz allgemein Materialien mit groBer aktiver, auBe- 
rer oder innerer Oberflache verstanden. Das konnen einerseits kleine, suspensierte Kugelchen 
oder Kleinpartikel anderer Form (im Bereich von 5 bis 100 Mikrometer Durchmesser) mit 
entsprechend aktivierter Oberflachenbelegung, vorzugsweise einer porosen Oberflachenbele- 
gung sein. Die Kugelchen konnen einen magnetischen Kern besitzen, um sie durch bekannte 
Einrichtungen an GefaBwanden zu halten oder durch Waschflussigkeiteh zu Ziehen. Es kann 
sich bei den Partikelchen andererseits aber auch um groBere Teilchen (mit Volumen von etwa 
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0,01 bis 1 Kubikmillimeter) aus offenporigem Festschaum oder frittenformig zusammengeba- 
ckenen Kleinpartikeln handelri. Sowohl die Festschaume wie auch die KUgelchen konnen als 
frei herumsehwimmende Teilehen in Fliissigkeiten (beispielsweise als Suspensionen), wie auch 
oberflachengebunden, wie auch eingeschlossen in Mikrosaulen oder Pipettenspitzen verwendet 
werden. 

[0038] Fur die Aufreinigung von Peptid-, Protein- oder DNA-Mischungen haben sich bisher 
besonders schwammartige Mikrokugelchen aus Umkehrphasen-Material (Poros®, ABI Bio- 
Systems), mit schwammartigen Umkehrphasenmaterial geftillte Pipettenspitzen (ZipTips®, 
Millipore) oder magnetisierbare KUgelchen mit C18-Belegung bewahrt. Diese Materialien 
biiiden Peptide oder Oligonukleotide iiber hydrophobe Bindungen. Die Biomolekule lassen 
sich in der Regel durch wassrige Methanol- oder Acetonitril-Losungen eluieren; die Eluierung 
stufenweise mit jeweils veranderten Anteilen an organischen Losemitteln oder auch stufen- 
weise durch jeweilige Anderung des pH-Wertes vorgenommen werden. Alle diese Materialien 
lassen sich auch im Rahmen der erfindungsgemaBe Trennung von Substanzen verwenden. 

[0039] Das Trennvermogen von Losungsgleichgewichten ist nur moderat, kann aber durch 
mehrere Losungsvorgange mit frischem Losungsmittel gleicher (oder sogar etwas schwache- 
rer) Konzehtration verstarkt werden. Aus Ionenaustauschern werdeh also die Proteine mehr- 
fach mit der gleichen Salzkonzentration (oder mit Salzlosungen ganz leicht abnehmender 
Konzentration) ausgelost, um alle bei dieser Konzentration austauschbaren Proteine auszuwa- 
schen. Aus Umkehrphasen werden die Proteine mehrfach mit der gleichen wassrigen Losung 
von Acetonitril ausgewaschen. Es ergibt sich so eine scharfere Trennung der Proteine. 

[0040] Unter Verwendung der in Abbildung 2 gezeigten Pipettenspitzen kann ein Auswa- 
schen von Proteinen mit einer Losung eingestellter Konzentration auch dynamisch vorge- 
nommen werden. Dabei wird die Losung zunachst einfach in das MikrogefaB gegeben, das in 
der Wandbelegung die Proteine tragt, wobei die Pipettenspitze nicht in die Flussigkeit ragt. 
Dabei wird nur ein sehr geringer Teil der Proteine in Losung gehen. Dann wird die Pipetten- 
spitze abgesenkt, die praktisch noch saubere Losung befindet sich jetzt groBtenteils oberhalb 
der Wandbelegung. Nunmehr wird die Losung sehr langsam angesaugt, wobei ein guter 
Wandkontakt zur Belegung hergestellt wird. Es wird so dynamisch mit stets sauberer Losung 
ausgewaschen, wobei eine sehr gute Trennauflosung der einzelnen Fraktionen erzielt wird, 

[0041] Hat ein Trennverfahren eine Auflosung von etwa 40 theoretischen Boden, was mit 
diesen Trennverfahren durchaus erzielt werden kann, so werden bei einer Fraktionierung in 
acht Fraktionen 80 % der Proteine sauber in nur einer Fraktion zu finden sein. Nur 20 % der 
Proteine entfallen auf zwei benachbarte Fraktionen, mit durchaus sehr unterschiedlichen 
Verhaltnissen der Aufteilung. Bei zwei Generationen der Trennung gleicher Trennscharfe 
hintereinandergeschaltet und jeweils acht Fraktionen fallen .64 % der Proteine sauber in nur 
eine Fraktion, 32 % sind auf jeweils zwei Fraktionen verteilt, und 4 % erstrecken sich iiber 
vier Fraktionen. Bei drei Generationen der Trennung sind rund 50 % der Proteine in jeweils 
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nur einer der nunmehr 512 Fraktionen zu finden, etwa 37 % uberdecken zwei Fraktionen, 
etwa 12 % verteilen sich auf jeweils vier Fraktionen, und weniger als ein Prozent der Proteine 
verteilt sich auf acht Fraktionen, im ungiinstigsten Fall gleichmaBig verteilt; in giinstigeren 
Fallen wird eine dieser Fraktionen den Hauptteil des Proteins enthalten. Diese Zahlen spiegeln 
das groBe Trennpotential der Erfindung wieder. 

[0042] Haufig sind nicht alle Proteine zu untersuchen, sondern es richtet sich das Ziel nur auf 
die Analyse einer Untermenge von Proteinen. Ein Beispiel ist das Studium der relativen Ex- 
pressionsstarke bestimmter EiweiBe in gestresstem und ungestresstem Gewebe. Ist diese 
Untermenge klein, so braucht die Trennung nicht unbedingt in alien Verastelungen durchge- 
fuhrt zu werden. AuBerdem ist es dann moglich, durch Verschiebung der Trenngrenzen zu 
erreichen, dass die gesuchten Proteine jeweils nur in einer Fraktion zu finden sind. 

[0043] Die beiden giinstigsten und bisher am weitesten untersuchten Trenndimensionen fiir 
dieses Verfahren sind die Molekularladung, gemessen durch Ionenaustauscher, und molekulare 
Hydrophobic, gemessen durch Umkehrphasen. Die Trennung durch Affinitaten anderer Art sind 
bisher weniger untersucht, bieten aber ein groBes Potential. 

[0044] Eine Trennung durch Ionenaustauscher wird durch die Extraktion der gebundenen 
Proteine mit Salzlosungen in stufenweise steigender Konzentration durchgefuhrt, wobei fiir 
eine spatere MALDI- Analyse ein alkalifreies Salz genommen werden sollte. Es hat sich dafur 
Ammoniumchlorid (NH4CI) sehr gut bewahrt. Die Konzentrationsstufen werden vorzugsweise 
so gewahlt, dass fiir das vorliegende analytische Problem eine Trennung in moglichst gleich 
viele Proteine in den einzelnen Trennstufen erzielt wird. Die Salzkonzentrationen konnen in 
Kalibrationsexperimenten ermittelt werden. Mehrfaches Auswaschen mit gleicher Konzentra- 
tion erhoht die Tennscharfe. Die getrerinten' Proteine in den Salzlosungen werden dann Mik- 
rogefaBen mit Umkehrphasen zugegeben und dort an den Umkehrphasen affin gebunden. 
Dadurch konnen auch groBere Mengen an Salzlosungen aufeinanderfolgend von ihren Protei- 
nen befreit werden. / 

[0045] Die Proteine an den Umkehrphasen werden wiederum gewaschen, dieses Mai mit einer 
Flussigkeit, die die Proteine nicht von den Umkehrphasen eluiert. Das kann beispielsweise mit 
angesauertem Wasser geschehen. Auch hier konnen Belegungen der Wande der MikrogefaBe 
mit Umkehrphasen oder Umkehrphasenktigelchen mit magnetischem Kern verwendet werden, 
das Waschen kann mit Hilfe von Magneten oder mit Hilfe besonderer Pipettenspitzen abge- 
kurzt werden. Die Magnete helfen auch dabei, die Partikel an der Wand der Wells festzuhal- 
ten, um die Waschflussigkeit aus den Wells der Mikrotiterplatten restlos zu entfernen, ohne 
die Partikel mit den gebundenen Proteinen mitzunehmen. 

[0046] Der Trennvorgang mit Umkehrphasen besteht aus einem partiellen Auslosen der Prote- 
ine mit einer wassrigeri Losung eines organischen Losemittels, wobei fur die verschiedenen 
Fraktionen der Anteil an organischem Losemittel stufenweise steigt. Auch hier kann ein mehr- 



BDAL 127/02 : " Mehrdih tens legale Trennnng von Biosubstanzgemischen fur MS" * Seite 13 

Bruker Daltonik GmbH? FahrenheitstrdjSe 4\ 28359 Bremen - Fassung vom 8. 10. 2002 



faches Auswaschen mit gleicher Konzentration vorgenommen werden, um die Trennscharfe 
zu erhohen. Die Losungen der Proteine konnen beispielsweise direkt auf MALDI-Proben- 
tragerplatten aufgebracht werden, die bereits mit einer Dunnschicht von a-Cyano-4-Hydroxy- 
Zimtsaure als Matrixsubstanz belegt sind. Diese Schicht bindet die Proteine affin, die Losung 
kann nach kurzer Einwirkungszeit wieder abgesaugt werden. 

[0047] Die Trennung mit teilselektiven Affinitatsphasen erfolgt etwas anders als bei den vorge- 
hend beschrieben Phasen. Hier wird jede Fraktion der vorausgehenden Trenriungen jeweils 
nacheinander den verschiedenen Affinitatsphasen zugefuhrt, wobei diese sich beispielsweise 
ebenfalls als Wandbelegungen in MikrogefaBen befinden konnen. Jede dieser Affinitatsphasen 
entzieht der Fraktion bestimmte Proteine und bindet diese. Nachdem die Losung einer Reihe 
von beispielsweise sieben verschiedenen Affinitatsphasen nacheinander zugefuhrt wurde, kann 
die restliche Losung immer noch Proteine enthalten, die bisher von keiner Affinitatsphase 
gebunden wurden. Dieser Rest bildet dann eine achte Fraktion, die beispielsweise einer breit- 
bandigen Umkehrphase zugefuhrt wird, um die Proteine ebenfalls oberflachengebunden vorlie- 
gen zu haben. 

[0048] Aus diesen teilselektiven Affinitatsphasen konnen die Proteine durch entsprechende 
Losemittel entweder komplett ausgelost werden, oder aber wiederum fraktionierend durch 
steigende Anteile an organischen Losemitteln. Im letzteren.Fall erwirken die teilselektiven 
Affinitatsphasen. eine Trennung nach zwei Dimensionen. 

[0049] Die Mikrotiterplatten konnen vorgefertigt und versiegelt alle verwendeten Partikelsus- . 
pensionen, Wandbelegungen, Waschfliissigkeiten, Losungen mit eingestellten Salzgehalten, 
Enzyme und Pufferlosungen zur Aktivierung der Enzyme enthalten. Die Mikrotiterplatten 
konnen, gegebenenfalls zusammen mit anderen Verbrauchsmaterialien wie beispielsweise den 
besonders geformten Pipettenspitzen, in gebrauchsfertigen Verbrauchspackungen in den Handel 
kommen. 

[0050] Das erfindungsgemaBe Verfahren kann vom Fachmann unter Kenntnis der Grundsatze 
der Erfindung in vielfaltiger Weise variiert werden. Die Erfindung ist daher nicht auf die oben 
angeftihrten Beispiele begrenzt. So konnen insbesondere andere Arten der Trennung (nach 
anderen Dimensionen) verwendet, es konnen andere Arten des Verdaus oder der Spaltung 
angewandt, oder die Trennungen konnen auf kleinen Durchlaufsaulen, die mit schwammartigen 
Phasen gefiillt sind, durchgefuhrt werden. 
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Anspruche 

1. Verfahren zur mehrdimensionalen Auftrennung eines Biosubstanzgemischs fur eine 
massenspektrometrische Analyse, . 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Trenneffekte bei der fraktionierenden Bindung von Biosubstanzen aus Losungen 
an festen Oberflachen oder bei der fraktionierenden Losung von Biosubstanzen aus ober- 
flachlich gebundenen Biosubstanzgemischen durch besonders eingestellte Losemittelge- 
mische fur die Trennung in mehrere diskrete Fraktionen eingesetzt werden, und ' 
dass zwei oder mehr solcher Trenngenerationen mit verschiedenartigen Trenndimensio- 
nen fur die Trennung der jeweiligen Fraktionen in jeweils mehrere diskrete Unterfraktio- 
nen hintereinandergeschaltet werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Biosubstanz- 
gemisch um ein Gemisch von Proteinen und/oder Proteinkonjugaten handelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die oberflachliche 
Bindung an Oberflachenbeschichtungen mit fliissig-chromatographischen Phasen oder 
substanz-affinen Schichten durchgefuhrt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberfla- 
chenbindungen der Biosubstanzen in Mikrbtiterplatten vorgenommen werden, deren 
MikrogefaBe auf ihren Innenoberflachen substanzbindende Beschichtungen tragen. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberfla- 
chenbindungen der Biosubstanzen in Mikrotiterplatten vorgenommen werden, in deren 
MikrogefaBen sich Suspensionen mit oberflachenbeschichteten Partikelchen befinden. 

6. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Partikelchen 
um magnetisierbare Kugelchen handelt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberfla- 
chenbindungen der Biosubstanzen auf flachen Tragern vorgenommen werden, auf deren 
hydrophober Oberflache sich fleckenweise Belegungen mit substanzbindenen Schichten 
befinden. 

8. Verfahren nach einem der bisherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass vor der 
massenspektrometrischen Analyse ein enzymatischer Verdau der getrennten Biosubstan- 
zen durchgefuhrt wird. 

9. Verfahren nach einem der bisherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
Auftrennung des Biosubstanzgemischs durch eine Size-Exclusion-Chromatographie vor- 
geschaltet ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Size-Exclusion-Chromato- 
graphie auf einer Mikrosaule ablauft. 
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1 1 . Verfahren nach einem der bisherigen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die sub- 
stanztrennenden Verfahrensschritte auf einem Pipettierroboter ablaufen. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass auch die Praparationen der 
massenspektrometrisch zu untersuchenden Proben aus den getrennten Fraktionen auf 
MALDI-Probentragerplatten ebenfalls auf dem Pipettierroboter ablaufen. 

13. Mikrotiterplatte, dadurch gekennzeichnet, dass ihre MikrogefaBe mit einer durchstechba- 
ren Folie verschlossen sind und dass in ihren GefaBen die benotigten Wandbelegungen 
mit bindefahigen Materialien oder gegebenenfalls die Suspensionen der Partikelchen ent- 
halten sind: 

14. Mikrotiterplatte nach Anspruch* 13, dadurch gekennzeichnet, dass auch die Extraktionslo- 
sungen mit eingestellten Salzgehalten, die Waschfliissigkeiten, gegebenenfalls die Enzy- 
me und die Pufferlosungen zur Aktivierung der Enzyme in den MikrogefaBen vorgefer- 
tigt vorhanden sind. 

15. Mikrotiterplatte nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass auch die Mat- 
rixsubstanz fur die Probenpraparation fur eine Ionisierung durch matrixunterstutzte La- 
serdesorption enthalten ist. 

16. Verbrauchspackung fur die Durchfuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass sie die Mikrotiterplaten nach Anspruch 13 bis 15 enthalt. 

17. Verbrauchspackung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass sie auch aus- 
tauschbare Pipettenspitzen in einer an die MikrogefaBe angepassten Form enthalt. 

18. Pipettenspitze fur einen Pipettierroboter, dadurch gekennzeichnet, dass ihre Form an die 
Form der MikrogefaBe einer Mikrotiterplatte so angepasst ist, dass nach dem Einfuhren 
in das MikrogefaB zwischen GefaBwand und Pipettenspitze. ein enger, flachiger Spalt ent- 
steht. 
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